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AI Ajda (Fagopyrum spp.) je dvokaličnica, ki je zaradi načina pridelave, predelave in 
uporabe uvrščena med žita. Gospodarsko pomembni sta predvsem dve vrsti, navadna 
ajda (Fagopyrum esculentum Moench) in tatarska ajda (Fagopyrum tataricum 
Gaertn.). Zaradi nizkih pridelkov in nepoznavanja ajda ni svetovno pomembna 
poljščina. V zadnjih letih zanimanje zanjo narašča, saj ima mnogo pozitivnih učinkov 
na zdravje ter je zelo trpežna, prilagodljiva in nezahtevna rastlina. Klasično žlahtnjenje 
pri ajdi je časovno zamudno, njegov uspeh pa otežujejo predvsem močno razvit 
samoinkompatibilnostni mehanizem pri navadni ajdi ter visoka stopnja 
heterozigotnosti, zato je v žlahtnjenju ajde vse več zanimanja za uporabo sodobnih 
biotehnoloških metod. Rastlinske tkivne kulture so ene izmed pomembnih metod v 
sodobnem žlatnjenju. Pri ajdi so poročali o uspešni in vitro regeneraciji iz različnih 
izsečkov (iz kotiledonov, hipokotilov, meristemov, nezrelih cvetov, prašnic …), 
vendar je frekvenca regeneracije nizka in močno odvisna od genotipa, zato bo treba 
razviti hitre in enostavne postopke, ki bodo omogočali visoko stopnjo regeneracije in 
dajali ponovljive rezultate. S pomočjo reševanja nezrelih embrijev se da uspešno 
pridobivati medvrstne križance. Postopki za pridobivanje haploidov pri ajdi niso 
optimizirani, bi pa z njihovo pomočjo lahko pridobili hibridne sorte navadne ajde. 
Tako kot metode tkivnih kultur je treba optimizirati tudi tehnike genskih transformacij, 
da bodo uporabne v proučevanju funkcij genov in pridobivanju transgenih rastlin. Pri 
ajdi so bili razviti različni markerski sistemi (RAPD, AFLP in SSR), s katerimi so bile 
izdelane genske karte, mapiranih je bilo tudi nekaj agronomsko pomembnih genov in 
QTL. Največji potencial predstavljajo tehnike sekvenciranja NGS, ki bodo pospešile 
identifikacijo agronomsko pomembnih genov in razvoj uporabnih markerskih 
sistemov, kar bo omogočilo požlahtnitev sort z večjimi pridelki, še boljšo 
prehrambeno vrednostjo in večjo toleranco na abiotske strese. 
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AB Buckwheat (Fagopyrum spp.) is a dicotyledonous plant which is classified as a cereal 
due to the method of production, processing and use. There are two economically 
important species, common buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench) and tartary 
buckwheat (Fagopyrum tataricum Gaertn.). Mainly due to low yields buckwheat is not 
a globally important crop. Interest in it has been growing in recent years as it has many 
positive effects on human health and it is a very durable, adaptable and undemanding 
plant. Classical breeding in buckwheat is time-consuming, and its success is hampered 
mainly by the highly developed self-incompatibility mechanism in common 
buckwheat and the high degree of heterozygosity. Therefore, there is a growing 
interest in the use of modern biotechnological methods in buckwheat breeding. Plant 
tissue cultures are one of the important methods in modern breeding. In buckwheat, 
successful in vitro regeneration has been reported from various explants (cotyledons, 
hypocotyls, meristems, immature inflorescence, anthers). However, the frequency of 
regeneration is poor and strongly influenced by genotype. Therefore it will be 
necessary to develop quick and easy procedures with high regeneration rate and 
reproducibility. Interspecific hybrids can be successfully obtained by rescuing 
immature embryos. Haploids would enable breeding of hybrids, but procedures for 
obtaining haploids in buckwheat are not optimized. Such as tissue culture methods, 
genetic transformation techniques need to be optimized to be useful in studying the 
functions of genes and obtaining transgenic plants. In buckwheat, various marker 
systems (RAPD, AFLP, and SSR) were developed to generate gene maps and few 
agronomically important genes and QTLs were mapped. The greatest potential is 
represented by NGS sequencing techniques which will accelerate the identification of 
agronomically important genes and the development of useful marker systems that 
will enable the breeding of varieties with higher yields, even better nutritional value 
and greater tolerance to abiotic stress. 
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1 UVOD  
Ajda (Fagopyrum spp.) je rastlina iz družine dresnovk (Polygonaceae). Kljub temu da je 
dvokaličnica in za razliko od ostalih žit ne spada v družino trav (Poaceae), jo zaradi podobne 
pridelave, predelave in uporabe kljub vsemu uvrščamo med žita (Kreft, 1995). V rodu 
Fagopyrum je bilo do zdaj opisanih nekaj čez 20 vrst, vendar sta gospodarsko pomembni 
predvsem dve vrsti, navadna ajda (Fagopyrum esculentum Moench.), ki se prideluje skoraj po 
celem svetu, in tatarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.), ki se je tradicionalno 
pridelovala v gorskih predelih Kitajske in Himalaje, zaradi prepoznavnosti pa se v zadnjem 
obdobju intenzivno širi v ostala pridelovalna območja (Suvorova in Zhou, 2018). Ajda v 
svetovnem merilu ni ena izmed pomembnejših poljščin predvsem zaradi nizkih pridelkov 
(Kreft, 1995). V zadnjih letih pa zanimanje zanjo narašča, saj ima uživanje ajde in izdelkov iz 
nje pozitivne učinke na zdravje (zniževanje holesterola, nižanje krvnega tlaka, protivnetno in 
protirakavo delovanje itd.), zato ajdo uvrščajo med funkcionalna živila (Gimenez - Bastida in 
Zielinski, 2015). Ajda je tudi zelo trpežna in prilagodljiva rastlina, ki ni zahtevna glede hranil, 
zaenkrat ne potrebuje fitofarmacevtske oskrbe, uspeva lahko tudi v bolj sušnih predelih in na 
nadmorski višini do 4.000 metrov (Kreft, 1995; Zhou in sod., 2018a, 2018b). 
 
Ker ajda ni gospodarsko pomembna poljščina, do sedaj ni bilo veliko raziskav na področju 
žlahtnjenja. Klasično žlahtnjenje pri ajdi je časovno zamudno, njegov uspeh pa otežujejo 
predvsem močno razvit samoinkompatibilnostni mehanizem pri navadni ajdi in visoka stopnja 
heterozigotnosti (Woo in sod., 2016). Tatarska ajda je samoprašna rastlina in je s stališča 
žlahtnjenja in vzdrževalne selekcije manj zahtevna. Zato je vse več zanimanja za sodobne 
biotehnološke metode, ki imajo v žlahtnjenju ajde velik potencial. Zato sem se odločil, da si 
bom za temo diplomske naloge izbral biotehnološko žlahtnjenje ajde. 
 
V diplomskem delu bom najprej predstavil ajdo in razloge za ponovno zanimanje zanjo. Na 
kratko bom opisal žlahtniteljske cilje, osrednji del naloge pa bom posvetil pregledu novejših 
biotehnoloških metod, ki bi lahko v kombinaciji s klasičnimi metodami bistveno izboljšale in 
pospešile žlahtniteljske programe. V nalogi bom opisal tehnike tkivnih kultur, genetske 
transformacije, molekulske markerje ter novejše tehnike sekvenciranja, ki so bile uporabljene 
v žlahtnjenju in so omogočile genetske raziskave ajde.  
2 AJDA (Fagopyrum spp.) 
2.1 NAVADNA AJDA (Fagopyrum eculentum Moench) 
Navadna ajda (Fagopyrum esculentum Moench) je enoletna dvokaličnica. Ima vretenaste 
korenine, ki rastejo relativno plitvo, koreninski laski pa so zelo dolgi (od 3 do 5 mm). Steblo 
je žilavo in sočno, visoko od 20 cm v slabših in do 150 cm v optimalnih rastnih razmerah. 
Višina rastline je zelo odvisna od sorte. Visoka stebla povečujejo nevarnost poleganja, kar 
povzroči oteženo žetev ter manjši in slabši pridelek. Stebla in ostali deli rastline so rahlo 
obarvani v različnih odtenkih rdečkaste barve. Obarvanost je pogojena tako z genotipom kot z 
rastnimi razmerami. Močno sončno obsevanje in visoka nadmorska višina povzročita 
intenzivnejše obarvanje (Kreft, 1995). 
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Ajda ima v osnovi indeterminantno (nedeterminantno) rast. To pomeni, da ostaja vršni 
meristem med rastjo rasti aktiven in omogoča teoretično neomejeno rast rastline (Batič in 
sod., 2011). Take rastline rastejo, dokler so izpolnjeni ekološki in fiziološki dejavniki za rast. 
V zgornjem socvetju se nahaja rastni vršiček z meristemom, ki ob ugodnih razmerah omogoča 
nadaljnjo rast, zato je za ajdo značilno, da ob žetvi na rastlini najdemo tako zrela semena kot 
še cvetoče poganjke. Obstajajo pa tudi sorte z determinantno rastjo (Kreft, 1995). 
 
Listi so srčaste oblike in so spiralno nameščeni po steblu, ki je lahko večkrat razvejano. 
Spodnji listi so pecljati, proti vrhu rastline pa so sedeči. Cvetovi so združeni v sestavljena 
socvetja ali grozde. Cvetno odevalo je belo, rahlo roza do rdeče obarvano. Obarvanost cvetov 
je tako kot pri steblu in listih pogojena z genotipom, nanjo pa imajo močan vpliv tudi okoljski 
dejavniki. Nižje temperature, višja nadmorska višina in jakost osvetlitve povzročijo 
intenzivnejše obarvanje (Kreft, 1995; Kocjan Ačko, 2015). 
 
Za ajdo je značilna heterostilija (raznovratnost). To je pojav, da imajo cvetovi pri različnih 
rastlinah iste vrste različno dolg vrat pestiča in različno dolge prašnične niti oz. filamente, s 
čimer je onemogočena samooprašitev (Batič in sod., 2011). Nekatere rastline imajo cvetove s 
kratkimi prašniki in dolgim vratom pestiča (klin), druge rastline pa imajo cvetove z dolgimi 
prašniki in kratkimi vratovi pestiča (venec). Oprašijo se lahko le cvetovi nasprotnih tipov, 
zato je ajda tujeprašnica. Obstajajo pa tudi redke izjeme, kjer imajo vse rastline enako dolge 
pestiče in prašnike. Take rastline so homostilne (enakovratne), s čimer je omogočeno 
samoopraševanje, kar zelo olajša žlahtnjenje (Kreft 1995; Zhou in sod, 2018b). Ajdo 
oprašujejo žuželke, predvsem čebele (Kocjan Ačko, 2015). 
 
Semena ajde so trirobi oreški, veliki od 3 do 7 mm. Semena so izbočena, kadar so dobro 
napolnjena, oz. ravna ali vbočena, kadar so slabše napolnjena. Seme sestavljajo kalček, 
endosperm z alevronsko plastjo, testa in luščina, ki je od sive, rjave pa vse do črne barve. 
Luščina ima materin genotip, zato so vsa semena iste rastline po videzu približno enaka, 
morebitne razlike se lahko pokažejo šele v naslednji generaciji (Kreft, 1995). 
 
Navadna ajda je trpežna in prilagodljiva poljščina, ki lahko uspeva tudi v hladnejših in 
sušnejših območjih (Kreft, 1995). Goji se jo lahko na nadmorski višini celo do 4.100 m. Raste 
lahko skoraj v kakršnem koli tipu prsti, ki za gojenje drugih poljščin ni primerna. Povprečni 
pridelki na hektar so od 200 do 700 kg z maksimumi okrog 2.000 kg (Zhou in sod., 2018b).  
2.2 TATARSKA AJDA (Fagopyrum tataricum Gaertn.) 
Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.) je kot navadna ajda enoletnica. Je bolj 
razvejana in ni tako bujne rasti kot navadna ajda, v višino zraste od 30 do 100 cm. Tudi 
cvetovi so manjši kot pri navadni ajdi, so svetlozeleni in niso privlačni za opraševalce. 
Cvetovi tatarske ajde so homostilni (enakovratni) in kleistogamni (cvetovi se oprašijo, ko so 
še zaprti), zaradi česar je tatarska ajda samoprašnica (Zhou in sod., 2018a). Semena so triroba 
in so črne, rjave ali rjavosive barve, običajno zelenkastih odtenkov. Semena so približno 
enako velika kot pri navadni ajdi, površina semen je motna in hrapava (Kreft, 1995). 
 
Tatarska ajda je zelo trpežna in prilagodljiva rastlina, saj prenese še ostrejše rastne razmere 
kot navadna ajda. Uspeva lahko na nadmorski višini od 400 do 4.400 m. Je rastlina kratkega 
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dneva, saj za začetek reproduktivnega cikla potrebuje obdobje s krajšimi dnevi. Povprečni 
pridelki na hektar so od 900 do 2.250 kg z maksimumi do 4.500 kg. Izvira iz jugozahoda 
Kitajske, tam se je tudi največ prideluje (Zhou in sod., 2018a).  
2.3 POVEČANO ZANIMANJE ZA AJDO 
Ajda v svetovnem merilu ni ena izmed pomembnejših poljščin predvsem zaradi nizkih 
pridelkov, v zadnjih letih pa se je zanimanje zanjo obudilo. Eden izmed razlogov za to je 
ustrezna sestava semen ajde. Vsebujejo biološko zelo kakovostne beljakovine, ki jih po 
aminokislinski sestavi presegajo le jajčne beljakovine. V primerjavi z ostalimi žiti ima ajda 
tudi večjo vsebnost vlaknin in nerazvejanega škroba (amiloze), kar je koristno za človeško 
prebavo (Kreft, 1995).  
 
Semena navadne ajde so tudi bogat vir bioaktivnih ogljikovih hidratov in proteinov, vsebujejo 
pa tudi veliko polifenolov (glavni je rutin oz. kvercetin-3-rutinozid), karotenoidov, vitaminov 
in mineralov. Ajda in izdelki iz nje imajo nizek glikemični indeks in ugodno vplivajo na 
nižanje krvnega sladkorja. Uživanje ajde in izdelkov iz njih ima tako in vitro kot in vivo 
dokazan učinek na zniževanje holesterola, niža krvni tlak, deluje protivnetno, protirakavo in 
neuroprotektivno, zato ajdo uvrščajo med funkcionalna živila. Ker ajda ne vsebuje glutena, jo 
lahko uživajo tudi ljudje s celiakijo in tako popestrijo nabor živil, ki jih lahko uživajo 
(Gimenez - Bastida in Zielinski, 2015). Tatarska ajda vsebuje večje koncentracije določenih 
bioaktivnih spojin kot navadna ajda (predvsem rutina), zato izkazuje močnejše pozitivne 
učinke na zdravje, ima pa zaradi tega tudi bolj grenak okus (Zhou, 2016). 
 
Poleg tega pa postaja ajda zanimiva tudi zato, ker lahko uspeva v hladnejših in bolj sušnih 
področjih, ima kratko rastno dobo in lahko raste tudi na visoki nadmorski višini vse do 4.000 
m. Čas sejanja ajde je zelo fleksibilen, saj se jo lahko seje od sredine pomladi do sredine 
poletja. Ajdo lahko pridelujemo brez fitofarmacevtskih sredstev, saj zaradi goste rasti deluje 
kot herbicid in na čisti njivi prepreči rast plevelom, ni občutljiva na glivne bolezni in nima 
škodljivcev, razen divjadi, ki v času cvetenja in napolnjevanja semen lahko poškoduje 
socvetja (Kreft, 1995; Zhou in sod., 2018a, 2018b). 
2.4 ŽLAHTNITELJSKI CILJI 
Žlahtniteljski programi do zdaj so se v glavnem ukvarjali z razvojem sort z visokimi pridelki, 
večjo vsebnostjo rutina in brez vsebnosti alergenih proteinov (Woo in sod., 2016). Ostali cilji, 
ki jih želijo doseči različni žhatniteljski programi, so manjše poleganje in osipanje semen, 
večja in bolj napolnjena semena, determinantna rast in cvetenje ter krajša rastna doba. Zaradi 
lažjih in hitrejših postopkov žlahtnjenja je veliko interesa za kreiranje homostilnih in 
samokompatibilnih sort (Fayaz in sod., 2018). Lastnosti, ki v žlahtniteljskih programih v 
zadnjem času pridobivajo interes, so tudi izboljšanje prehranske vrednosti s poudarkom na 
vsebnosti polifenolov, rutina in antinutricionističnih snovi ter obstojnosti moke (Fayaz in sod., 
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3 RAZVOJ IN UPORABA TKIVNIH IN CELIČNIH KULTUR PRI AJDI (Fagopyrum 
spp.) 
Rastlinske in vitro kulture ali tkivne kulture so tehnike gojenja rastlinskih delov, tkiv, organov 
ali celic v sterilnih pogojih v laboratoriju. Uporabljajo se za hitro razmnoževanje rastlin, 
fiziolološke in genetske študije ter v žlahtnjenju. Predvsem za novejše tehnike genskega 
manipuliranja je ključno, da so postopki tkivnih kultur in regeneracije rastlin dobro razviti oz. 
optimizirani (Acquaah, 2012; Park C. H. in Park S. U., 2018). 
 
Tehnike tkivnih kultur so za ajdo večinoma dobro razvite, predvsem kadar se kot izsečki za 
regeneracijo rastlin uporabijo semena ali različni deli mladih rastlin. Cilj mikropropagacije je 
pridobiti identične klone posameznega genotipa, zato je zaželeno, da se pri regeneraciji rastlin 
izognemo nastanku kalusa, saj tako zmanjšamo možnost somaklonske variabilnosti. Zaradi 
tujeprašnosti je pri navadni ajdi včasih težko razlikovati med somaklonskimi različicami in 
pojavom recesivnih homozigotnih alelov, do katerih pride zaradi ozkega navzkrižnega 
opraševanja, kadar spolno razmnožujemo regenerante, nastale in vitro. Do sedaj so bile 
razvite in optimizirane tehnike in vitro regeneracije ajde preko direktne organogeneze oz. 
somatske embriogeneze in ostalih faz mikropropagacije, pri kateri se izognemo nastanku 
kalusa, kot izhodiščni material pa so bili uporabljeni izsečki vršičkov oz. meristemi, nezreli 
cvetovi in antere (Suvorova, 2016). 
3.1 SOMATSKA EMBRIOGENEZA IZ KOTILEDONOV NAVADNE AJDE (Fagopyrum 
esculentum Moench) 
Woo in sod. (2000) so razvili preprosto in učinkovito metodo in vitro regeneracije navadne 
ajde preko somatske embriogeneze. Razkužena semena ajde so inkubirali 48 h na sterilnem 
navlaženem filtrskem papirju v temi na 25 °C. Izrezane kotiledone so položili na gojišče za 
indukcijo kalusa. Izsečke so gojili na MS gojišču (Murashige in Skoog, 1962) s 100 mg/L 
mioinozitola, 3 ali 6 % saharoze in z različnimi kombinacijami 2,4-D (2,4-diklorofenoksi 
ocetne kisline), NAA (α-naftalen ocetne kisline) in kinetina. pH je bil pred avtoklaviranjem 
uravnan na 5,7. Gojišču so dodali 0,8 % agarja. Izsečke so inkubirali v rastni komori s 16-
urno fotoperiodo pri 25 °C. Po 3 tednih inkubacije se je kot najboljša kombinacija rastnih 
regulatorjev za indukcijo kalusa izkazala kombinacija 0,2 mg/L kinetina in 2,0 mg/L 2,4-D. 
Koncentracija saharoze ni imela vpliva na indukcijo kalusa. 
 
V naslednjem koraku so kaluse prenesli na MS gojišče za indukcijo embriogeneze, ki je 
vsebovalo 0,2 mg/L kinetina, 3 % saharoze in različne koncentracije BAP (6-
benzilaminopurin). Po dveh 3-tedenskih subkulturah se je kot najboljša kombinacija rastnih 
regulatorjev za indukcijo embriogenega kalusa izkazala kombinacija 0,2 mg/L kinetina in 2 
mg/L BAP. Pri teh pogojih so pri 32 % kalusov nastali samotski embriji. Naslednji korak je 
bil prenos somatskih embrijev na polovično MS gojišče s 3 % saharoze, kjer so se embriji 
razvili v rastline. Po 3 tednih so ukoreninjene rastline aklimatizirali in jih prenesli v rastlinjak. 
Ob nadaljnjem spremljanju so opazili, da rastline niso imele izenačene morfologije cvetov, 
listov in semen, vendar razlogi za to niso bili ugotovljeni. Verjeten razlog za opaženo 
variabilnost je nastanek somaklonske variabilnosti v tkivni kulturi. Avtorji navajajo tudi, da je 
sposobnost rastlin glede uspešnosti regeneracije odvisna tudi od genotipa, zato vse vrste, sorte 
in celo posamezni osebki niso enaki odzivni za in vitro regeneracijo. Kljub temu je ta 
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raziskava pokazala, da je regeneracija navadne ajde iz kotiledonov preprost in zanesljiv 
postopek, ki bo uporaben pri raziskavah genetskih transformacij v prihodnje. 
 
Zelo velik vpliv genotipa na sposobnost regeneracije navadne ajde navajata avtorja Luthar in 
Marchetti (1994). Za regeneracijo sta uporabila že prej optimizirana gojišča ter testirala 33 
diploidnih in 4 tetraploidne vzorce navadne ajde iz Slovenske rastlinske genske banke. Kot 
izsečki so bili uporabljeni deli kotiledonov. Samo 41 % vzorcev je po 2 mesecih tvorilo 
poganjke, frekvenca regeneracije je bila zelo nizka, največ 4,37 %. Ugotovila sta, da ima 
genotip statistično značilen vpliv na preživetje in regeneracijo izsečkov ter da se razlike ne 
pojavljajo samo med sortami, ampak tudi znotraj njih, podala sta mnenje, da bi bilo za 
biotehnološke raziskave zanimivo selekcionirati novo sorto, ki bi bila odzivnejša na in vitro 
regeneracijo. To sta podkrepila z regeneranti, ki sta jih križala, in testirala odzivnost njihovih 
potomcev, ki je bila značilno boljša. 
 
O uspešnem postopku za in vitro regeneracijo navadne ajde preko somatske embriogeneze so 
poročali tudi Kwon in sod. (2013). Ti so kot izsečke uporabili hipokotile 7-dnevnih 
sejančkov. Najboljša kombinacija rastnih regulatorjev za indukcijo kalusa se je izkazala 
kombinacija 1,0 mg/L BAP in 2 mg/L 2,4-D. Najboljša kombinacija rastnih regulatorjev za 
indukcijo embriogeneze pa je bila kombinacija 2,0 mg/L IAA (indol-3-ocetne kisline), 1mg/L 
kinetina in 1 mg/L BAP. 
3.2 SOMATSKA EMBRIOGENEZA PRI TATARSKI AJDI (Fagopyrum tataricum Gaertn.) 
Podobno metodo kot Kwon in sod. (2013) so za namene in vitro regeneracije tatarske ajde 
optimizirali Han in sod. (2011). Za indukcijo kalusa iz 7-dnevnih hipokotilov so preizkusili 
20 kombinacij rastnih regulatorjev, in sicer 2,4-D, BAP, kinetin, 2ip (2-izopentenil adenin), 
ZA (zeatin) in ZR (zeatin ribozid). Najboljše rezultate za indukcijo kalusa so dobili pri 
kombinaciji 2,5 mg/L 2,4-D in 1,5 mg/L BAP. Najboljša kombinacija rastnih regulatorjev za 
indukcijo somatske embriogeneze pa je bila 1 mg/L IAA in kinetina, 2 mg/L kinetina in 0,5 
mg/L TDZ (tidiazuron). 
3.3 ORGANOGENEZA POGANJKOV PRI NAVADNI AJDI (Fagopyrum esculentum 
Moench) 
Lee in sod. (2009) pa so razvili bolj učinkovito metodo za in vitro regeneracijo navadne ajde 
preko induciranja poganjkov (shoot organogenesis). Začetni material so bila razkužena 
semena, ki so jih nakalili na MS gojišču z 0,3 % Gelrite (strjevalno sredstvo). Semena so 
inkubirali v rastni komori s 16-urno fotoperiodo pri 25 °C. Kot izsečke so uporabili 
kotiledone, pridobljene iz 7-dnevnih sejančkov. Kotiledone so položili na gojišče tako, da je 
bila spodnja stran kotiledonov v stiku z gojiščem. Preizkušali so različne koncentracije treh 
citokininov: BAP, kinetin in TDZ (tidiazuron) v koncentracijah 0, 0,5, 1, 2, 4, in 6 mg/L. 
Izsečke so gojili 6 tednov. Vsake 2 tedna so jih prestavili (subkultivirali) na sveže gojišče. 
Rezultati so pokazali, da je BAP najbolje induciral regeneracijo poganjkov na izsečkih, 
kinetin malo manj, TDZ pa ni imel vpliva na nastanek poganjkov. Število poganjkov in 
njihova dolžina sta bila največja pri koncentraciji BAP 4 mg/L. 
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Med prvo fazo inkubacije (1–2 tedna) je bila opazna proliferacija in ekspanzija celic na 
odrezani površini kotiledonov, vendar je bila rast kalusa omejena. Po 3 tednih se je odrezan 
konec zadebelil in na njem so se formirali primordiji poganjkov. Raziskovalci so opazili, da 
so celice epidermisa producirale poganjke neposredno, brez vmesne faze kalusa. Po 6 tednih 
se je iz enega izsečka razvilo povprečno 5 do 6 poganjkov, visokih okrog 1,3 cm. 
 
Preverjali so tudi vpliv dodatka srebrovega (I) nitrata v koncentraciji od 0 do 20 mg/L in 
ugotovili, da je dodatek 7 mg/L AgNO3 bistveno izboljšal vse parametre regeneracije. 
Najboljša kombinacija je bila tako 4 mg/L BAP in 7 mg/L AgNO3. Regenerirani poganjki so 
imeli normalen videz in so se zlahka ukoreninili na trdem MS gojišču brez dodatkov rastnih 
regulatorjev. Ukoreninjene rastline so se uspešno aklimatizirale z 72-% preživelostjo. 
 
Suvorova in sod. (2004) so metodo mikropropagacije kombinirali s klasičnimi metodami 
odbiranja pri žlahtnjenju navadne ajde. Prednost kombiniranja mikropropagacije in klasičnih 
metod žlahtnjenja pri tujeprašnicah je ta, da lahko mikropropagiramo rastline, ki so že v fazi 
zorenja semen, takrat pa lahko žlahtnitelj oceni ne samo morfološke lastnosti, ampak tudi 
pridelek. V naslednji generaciji žlahtnjenja lahko kot starše uporabimo mikropropagirane 
izbrane rastline in s tem povečamo delež zaželenih genotipov v populaciji. Največji problem 
mikropropagacije rastlin, ki že imajo zrela semena, je pridobitev stranskih vršičkov in 
izolacija aksilarnih meristemov, saj je star rastlinski material zelo težko razkužiti za nadaljnje 
sterilno delo v laboratoriju. 
3.4 MEDVRSTNO KRIŽANJE S POMOČJO REŠEVANJA NEZRELIH EMBRIJEV 
Pridobivanje medvrstnih križancev v rodu Fagopyrum je s klasičnimi žlahtniteljskimi 
metodami izredno težavno, saj križanje otežujejo tako pred- kot pooploditvene bariere 
(Adachi, 1990). Predoploditvene bariere se da premostiti z malo načrtovanja, da ujamemo 
pravi čas cvetenja in nato ročno oprašimo izbrane rastline (Woo in sod., 2018). Glavni 
problem predstavljajo pooploditvene bariere, ki povzročijo propad nastalih medvrstnih 
embrijev v nekaj dneh po oploditvi (Adachi, 1990). Ta problem propada embrijev lahko 
obidemo s pomočjo tehnike reševanja nezrelih embrijev (Woo in sod., 2018). 
 
Woo in sod. (2018) so z zgoraj omenjeno metodo poskušali pridobili medvrstne križance med 
F. cymosum ter F. esculentum, F. tataricum, F. homotropicum, F. pilus, diploidno ajdo 
neznane vrste ter samoprašno »pin« in homostilno ajdo, ki sta bili produkt križanj F. 
esculentum in F. homotropicum. V vseh križanjih so kot očeta uporabili F. cymosum. 
Materine rastline so bile en dan pred ročnim opraševanjem emaskulirane, da je bila pri 
samokompatibilnih vrstah onemogočena samooprašitev. 5 in 7 dni stare zadebeljene plodnice 
so bile odstranjene iz rastlin in razkužene. Iz njih so pod stereomikroskopom odstranili 
semenske zasnove (nezrele embrije) in jih položili na MS gojišče s 3 % saharoze in 0,8 % 
agarja. Preizkusili so dve kombinaciji rastnih regulatorjev, A (0,2 mg/L IAA in 2 mg/L BAP) 
in B (2 mg/L zeatina). Semenske zasnove so gojili v rastni komori pri 25 °C s 16-urno 
fotoperiodo. Embrije, ki so se povečali, tvorili kalus ali rastline, so prestavili na MS gojišče s 
3 % saharoze brez rastnih regulatorjev. Po 1 do 2 mesecih so rastline aklimatizirali. 
 
Odstotek uspešno razvitih embrijev je bil zelo različen med vrstnimi križanci. Različna 
kombinacija rastnih regulatorjev na uspešnost razvoja embrijev ni imela vpliva, vendar je bil 
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pri kombinaciji A (0,2 mg/L IAA in 2 mg/L BAP) odstotek regeneracije oz. nastalih rastlin 
večji. Pri izolaciji semenskih zasnov 7 dni po opraševanju je bil odstotek preživetja embrijev 
večji kot pri izolaciji po 5 dneh, kar je bilo v nasprotju z do sedaj opravljenimi raziskavami, ki 
so nakazovale, da embriji po 7 dneh že začnejo propadati. 
 
Križanci med F. cymosum in 5 vrstami so se uspešno razvili v odrasle rastline (vse razen 
neznane diploidne vrste), ki so bile krepke rasti. V višini rastlin, dolžini internodijev in 
velikosti cvetov so bili križanci v povprečju staršev, v obliki listov in barvi cvetov pa so bili 
bolj podobni očetu (F. cymosum), vse rastline pa so imele tanjša stebla in manj listov kot oba 
starša. 
 
Medvrstne križance so s pomočjo reševanja nezrelih embrijev pridobili tudi Niroula in sod. 
(2006). Križali so F. tataricum, F. esculentum in F. cymosum. 7 dni stare semenske zasnove 
(embrije) so prenesli na MS gojišče z 0,2 mg/L IAA, 2 mg/L BAP in 3 % saharoze. Največji 
uspeh so dosegli pri križanju navadne in tatarske ajde. Tako kot Woo in sod. (2018) so 
opazili, da ima velik vpliv na uspešnost križanja to, katera vrsta je uporabljena kot oče ali 
mati, in da lahko z različnimi kombinacijami starševstva dobimo boljše rezultate. 
 
Reševanje nezrelih embrijev je lahko preprosta in poceni metoda, s katero lahko pridobimo 
medvrstne križance znotraj rodu Fagopyrum. Medvstna križanja nam omogočijo, da iz divjih 
sorodnikov ajde v elitne sorte uvedemo določene zaželene lastnosti, npr. večji pridelek, 
odpornost na okoljske dejavnike in škodljivce ter npr. samokompatibilnost. S tem tudi 
povečamo izbor genetskih virov, ki so lahko uporabni v žlahtnjenju (Woo in sod., 2016; Woo 
in sod. 2018). 
3.5 KULTURE PROTOPLASTOV  
Protoplasti so celice, ki smo jim encimsko ali mehansko odstranili celično steno. Uporabni so 
v sodobnih biotehnoloških metodah, ki se uporabljajo pri žlahtnjenju rastlin (pri somatski 
hibridizaciji, medvrstnih križanjih, genskih manipulacijah itd.), vendar morajo biti za uporabo 
v teh postopkih metode izolacije in regeneracije protoplastov najprej optimizirane za 
posamezne rastlinske vrste (Acquaah, 2012). 
3.5.1 Regeneracija rastlin iz kulture hipokotilnih protoplastov navadne ajde 
Adachi in sod. (1989) so pokazali, da je uporaba protoplastov v žlahtnjenju ajde mogoča. 
Protoplaste jim je uspelo izolirati iz navadne ajde (tako diploidne, kot avtotetraploidne ) iz 
hipotilov etioliranih sejančkov. Celično steno so razgradili s pomočjo celulaze in pektoliaze, 
ustrezno osmotsko ravnotežje pa so vzdrževali s sorbitolom. Nove celulozne mikrofibrile za 
izgradnjo celične stene so opazili že po 3 urah po odstranitvi encimov. Protoplaste so gojili v 
tekočem MS gojišču z različnimi kombinacijami NAA, 2,4-D in BAP pri 20 °C v temi. 
Protoplasti so se po 4 dneh začeli deliti. Uspešnost iniciacije delitve celic (odstotek celic, ki se 
deli) je bila približno 1 %. Optimalne kombinacije rastnih regulatorjev jim ni uspelo določiti, 
saj med njimi ni bilo značilnih razlik. V tekočem MS gojišču so se razvile mikrokolonije, ki 
so jih po 1,5 meseca prenesli na trdno MS gojišče. Najboljšo rast kalusa po 4 tednih gojenja 
na svetlobi so opazili pri dodatku 2 mg/L NAA in 1 mg/L BAP. 
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Kalus je ob nadaljnjem gojenju na MS gojišču z 0,1 NAA in 2 mg/L BAP tvoril korenine. 
Tvorbe poganjkov niso uspeli inducirati. Poskus je trajal 1,5 leta. Na gojišču z 0,1 mg/L 
giberelinske kisline (GA3) jim je uspelo pridobiti 7 rastlin, vendar samo iz tetraploidne ajde. 
Rastline so uspešno aklimatizirali in presadili v substrat, vendar so imele nenavadno 
oblikovane liste, nepravilne internodije in niso zacvetele. 
 
Avtorji so tako nakazali, da je izolacija protoplastov navadne ajde in nato regeneracija rastlin 
mogoča, vendar je za učinkovito regeneracijo in uporabo v žlahtnjenju potrebna nadaljnja 
optimizacija tega postopka. 
3.5.2 Regeneracija kalusa iz kulture hipokotilnih protoplastov tatarske ajde 
Podoben poskus sta zasnovala tudi Lachmann in Adachi (1990). Protoplaste sta izolirala iz 
etioliranih hipokotilov tatarske ajde, gojila pa sta jih v tekočem in na trdnem MS gojišču s 
3 % saharoze, 0,5 mol/L manitola, 5 mmol/L CaCl2, 1 mg/L BAP in NAA. Uporabila sta 
tehniko sokultiviranja s kalusnim tkivom navadne ajde, s čimer sta dosegla bistveno večjo 
iniciacijo delitve celic (25 %) kot Adachi in sod. (1989). Kalus jima je uspelo inducirati po 4 
tednih gojenja v temi pri 25 °C ob dodatku 1 mg/L BAP in NAA, vendar jima tudi z 
različnimi kombinacijami rastnih regulatorjev ni uspelo regenerirati nobene rastline. 
3.5.3 Somatska hibridizacija protoplastov 
Izolacija protoplastov in njihova regeneracija sta pogoj za uspešno somatsko hibridizacijo, ki 
je še en način za pridobivanje medvrstnih križancev. Lachmann in sod. (1994) so s pomočjo 
somatske hibridizacije poskušali ustvariti medvrstnega križanca navadne in tatarske ajde. 
Razvili so preprosto dvostopenjsko predselekcijsko metodo hibridizacije s PEG (polietilen 
glikolom). Hipokotilne protoplaste tatarske ajde in mezofilne protoplaste navadne ajde so 
izolirali z modificirano metodo, ki sta jo opisala Lachmann in Adachi (1990). Fuzijo 
protoplastov so inducirali s pomočjo PEG. Protoplaste so gojili v temi v tekočem 8p gojišču 
(Kao in Muchayluk, 1975) ob kokultivaciji s kalusom navadne ajde in z različnimi rastnimi 
regulatorji. Prva stopnja selekcije je bila nezmožnost hibridizacije in preživetja mezofilnih 
protoplastov (50-% selekcija). Tako so gojili samo produkte hibridizacije in nehibridizirane 
hipokotilne protoplaste tatarske ajde. Te pa so po induciranju kalusa izločili, saj so imeli zelo 
specifičen videz.  
 
V naslednjem koraku so s pomočjo markerjev RFLP (angl. restriction fragment length 
polimorphism) in hibridizacije po Southernu želeli potrditi, ali je res prišlo do hibridizacije. 
Izolirali so DNA iz starševskih rastlin iz posameznih odbranih kalusov, jo razrezali z 
restrikcijskim encimom EcoR1 in fragmente ločili s pomočjo elektroforeze. Kot sonde za 
hibridizacijo so uporabili gene za 25 S in 18 S rDNA boba (Vicia faba), mitohondrijski ATP α 
gen iz navadne pese (Beta vulgaris) in gen rbcL iz kloroplasta riža. Hibridizacija po 
Southernu je pokazala, da je imela večina kalusov RFLP fragmente navadne ajde, pri enem so 
opazili RFLP fragmente obeh vrst. Dodatna potrditev, da je bil ta kalus produkt hibridizacije, 
je bil vzorec RFLP fragmentov mitohondrijske sonde, ki je prav tako pokazala prisotnost 
RFLP fragmentov obeh vrst.  
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3.5.4 In vitro fertilizacija 
Pri žlahtnjenju navadne ajde je ena izmed večjih ovir njena tujeprašnost in posledična 
samoinkompatibilnost, kar onemogoča pridobitev čistih linij, ki so v žlahtnjenu zelo zaželene. 
Samoinkompatibilnost bi morda lahko premostili s pomočjo in vitro fertilizacije, vendar je za 
to treba najprej imeti razvite postopke za izolacijo spermalnih in jajčnih celic (Woo in sod., 
1999). 
 
Uspešno metodo za izolacijo protoplastov iz spermalnih celic navadne ajde so razvili Woo in 
sod. (1999). Spermalne celice so izolirali iz pelodnih mešičkov in vitro nakaljenega peloda. 
Stena pelodnih mešičkov je v veliki večini zgrajena iz β-1,3-glukanov, zato so jo encimsko 
razgradili s pomočjo β-1,3-glukanaze in pektoliaze. Iz pelodnih mešičkov so dobili po 1, 2, ali 
3 protoplaste. 
 
Ista raziskovalna skupina je razvila tudi metodo izolacije protoplastov iz jajčnih celic. Iz 
neoplojenih cvetov so odstranili plodnice in izolirali semenske zasnove. Jajčne celice so 
izolirali s pomočjo encimske razgradnje celične stene, ki so jih razgradili s pomočjo 
pektinaze, pektoliaze in celulaze. Jajčne celice so uspešno izolirali tudi povsem mehansko z 
mikroiglo, a je bil ta postopek v primerjavi z encimatsko izolacijo bistveno zamudnejši. 
Jajčne celice so lahko od sporofitskih celic uspešno ločili že in situ (Woo in sod., 2000). 
 
Raziskovalna skupina je tako pokazala, da je izolacija protoplastov iz spermalnih in jajčnih 
celic ajde mogoča. Njihov končni cilj je bil priprava umetnih zigot, ki bi jih pridobili z in 
vitro fuzijo moških (spermalnih celic) in ženskih (jajčnih celic) gametoplastov in s tem 
premostiti problem samoinkompatibilnosti pri navadni ajdi, vendar po optimizaciji metod za 
izolacijo protoplastov iz spermalnih celic (Woo in sod., 1999) in jajčnih celic (Woo in sod., 
2000) s poskusi niso nadaljevali. 
3.6 INDUKCIJA HAPLOIDOV 
Haploidi (n) imajo polovično število kromosomov v somatskih celicah oz. samo en komplet 
kromosomov. Za razliko od heterozigotnih diploidnih rastlin se tako izrazijo tudi vsi recesivni 
aleli, ki so bili v diploidni obliki prikriti z dominantnimi aleli. Haploidi, še bolj pa podvojeni 
haploidi (dihaploidi), so v žlahtnjenju rastlin zelo uporabni in zanimivi, saj omogočajo 
nastanek popolnih homozigotnih linij v samo enem letu. Proces pridobivanja inbreediranih 
homozigotnih linij s klasičnimi metodami žlahtnjenja je bistveno daljši in traja več kot 6 let. 
Pri navadni ajdi proces pridobivanja inbreediranih homozigotnih linij s klasičnimi metodami 
žlahtnjenja skoraj ni mogoč, saj je večina sort samoinkompatibilnih. Podvojeni haploidi se 
lahko uporabljajo za genetska raziskovanja (odkrivanje mutacij, recesivnih alelov, izdelavo 
genetskih map itd.), s čimer lahko bistveno pospešimo žlahtnjenje. Neposredno pa so 
podvojeni haploidi (čiste linije) uporabni kot sorte za tržno gojenje ali pa kot starši za 
pridobivanje novih, predvsem hibridnih sort. Predpogoj za uporabo podvojenih haploidov v 
programih žlahtnjenja so razviti in zanesljivi postopki za induciranje in regeneracijo 
haploidov (Acquaah, 2012; Brown in sod., 2014). 
 
Današnje sorte navadne ajde so večinoma pridobljene s tujo oprašitvijo. Zaradi 
samoinkompatibilnosti je samoopraševanje izredno redek dogodek, zato so sorte zelo 
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heterozigotne, kar posledično privede tudi do fenotipskih razlik in slabe izenačenosti znotraj 
sort. Uporaba dihaploidov bi tako odprla nove možnosti v žlahtnjenju ajde, saj bi v samo 
enem letu lahko pridobili popolnoma homozigotne linije (Bohanec, 1997). 
3.6.1 Indukcija haploidov s pomočjo kulture prašnic (androgeneza) 
Bohanec in sod. (1993) so v 5-letni raziskavi poskušali optimizirati gojišča in metodologijo za 
indukcijo haploidov preko kulture prašnic (anter) navadne ajde. Prašnice so izolirali iz 
nezrelih cvetov. Za indukcijo haploidov so najprimernejše mikrospore v enojedrni in zgodnji 
dvojedrni fazi. Pri ajdi so v tej fazi, ko so prašnice velike od 0,3 do 0,5 mm. Prašnice so iz 
cvetov izolirali pod stereomikroskopom in jih nacepili na trdna gojišča. Glavni cilj raziskave 
je bila optimizacija gojišč, med kultivacijo več kot 20.000 prašnic so razvili optimalno gojišče 
in metodologijo. 
 
V preliminarnih poskusih so preverili vpliv genotipa donorskih rastlin in izmed 32 genotipov 
izbrali 8 odzivnejših za nadaljnja proučevanja. Po več kot 40 različnih kombinacij komponent 
gojišča so sestavili gojišče, s katerim so dosegli relativno nizek, a stabilen delež haploidnih 
regenerantov. Optimalno gojišče je bilo trdno MS gojišče z 9 % maltoze, 100 mg/L 
mioinozitola, 2 mg/L tiamina, 2,5 mg/L BAP in 0,5 mg/L IAA, strjeno z 2 % Gelrite. Prašnice 
so se odzvale na tri načine: ostale so nespremenjene, se podaljšale ali pa zadebelile. Samo 
zadebeljene so se razvijale naprej. Regeneracija je bila največkrat v obliki pojava kalusa z 
brsti, v nekaj primerih so opazili tudi nastanek embrioidov neposredno iz prašnic. 
 
Po pojavu brstov ali embrioidov je bila regeneracija zelo počasna in nekateri kalusi so 
potrebovali skoraj eno leto, da so se začeli normalno razvijati. Do pojava korenin je sčasoma 
prišlo pri vseh kalusih, vendar se vse rastline niso uspešno aklimatizirale. Ploidnost 
regenerantov so preverili s štetjem kromosomov v koreninskih vršičkih in vitro ukoreninjenih 
rastlin. Pri 8 od 30 regeneriranih rastlinah so potrdili prisotnost haploidnih celic, opazili pa so 
tako diploidne, tetraploidne in miksaploidne celice, s čimer so pokazali na visoko stopnjo 
endoreplikacije. 
 
Visoka koncentracija citokinov (BAP) vzporedno z nizko koncentracijo avksinov (IAA) je 
bila ključna za uspešno regeneracijo, prav tako uporaba Gelrite namesto agarja in maltoze 
namesto saharoze. Enake rezultate kot v literaturi so dobili glede vpliva stanja donorskih 
rastlin. Bistveno boljši uspeh regeneracije so dobili, kadar so bile donorske rastline gojene pri 
nižji temperaturi (okrog 20 °C), zato je bil idealen čas pobiranja cvetov spomladi in jeseni. 
Kultivacija prašnic v temi je bila bistvenega pomena za uspešno androgenezo (Bohanec in 
sod., 1993). 
 
Wang in Campbell (2006) sta poskušala kulturo prašnic uporabiti v žlahtnjenju ajde. Testirala 
sta 4 genotipe navadne ajde ter tri genotipe samoprašne ajde, ki je bila pridobljena s 
hibridizacijo med F. homotropicum in F. esculentum. Regeneranti so bili večinoma di- in 
tetraploidi, haploidnih regenerantov nista zasledila. Zaradi somatskega izvora regenerantov 
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3.6.2 Indukcija haploidov s pomočjo kulture semenskih zasnov (ginogeneza) 
Haploide se lahko pridobi tudi s pomočjo kulture semenskih zasnov. Ena prednost 
ginogentskih regenerantov je ta, da imajo načeloma manj genetskih aberacij (nepravilnosti) 
kot androgenetski regeneranti (Wernsman, 1992). Ta prednost in nizek uspeh induciranih 
haploidnih regenerantov preko kulture prašnic sta bila povod za nadaljevanje z raziskavami o 
indukciji haploidov pri navadni ajdi (Bohanec, 1997). 
 
Gojišča in metodo za indukcije haploidov iz semenskih zasnov je optimiziral Bohanec (1997). 
Kot najboljše gojišče za regeneracijo se je izkazalo B5 gojišče (Gamborg in sod., 1968) z 
dodatkom 100 mg/L inozitola, 2 mg/L tiamina, 1 mg/L piridoksina, 1 mg/L nikotinske kisline, 
2 mg/L glicina, 0,5 mg/ IAA, 2,5 mg/L BAP in 2 g/L Gelrite. Ugotovili so, da je uporaba 
maltoze (90 g/L) namesto saharoze boljša in da je rastni regulator IAA bolj primeren kot 2,4-
D. 
 
Približno polovica regenerantov je propadla v nadaljnjih fazah in vitro rasti, predvidoma 
zaradi genetskih aberacij. Ploidijo so preverili s štetjem kromosomov v celicah koreninskih 
vršičkov in vitro gojenih rastlin. Prisotnost haploidnih celic so dokazali pri 10 od 24 testiranih 
genotipov. Po približno 18 mesecih in vitro rasti so rastlinam ponovno preverili ploidnost, 
tokrat s pretočno citometrijo. Večina rastlin je bila diploidnih, nekaj pa tetraploidnih. Ena 
možna razlaga je ta, da je prišlo do spontane podvojitve genoma med in vitro kultivacijo. 
4 GENSKE TRANSFORMACIJE AJDE 
Rastlinske transformacije so postale eno izmed ključnih orodij pri raziskovanju funkcij 
rastlinskih genov in žlahtnjenju. Številni postopki rastlinskih transformacij pri različnih 
rastlinskih vrstah omogočajo bolj ali manj uspešno transformacijo in stabilno izražanje 
transgenov. Z genskim inženiringom lahko dokaj hitro pridobimo rastline, ki imajo izboljšane 
različne lastnosti, vendar morajo biti predhodno razviti optimalni postopki gojenja v tkivni 
kulturi, regeneracije in transformacije. Pri ajdi veliko dela na genskih transformacijah ni bilo 
opravljenega, zato metode še niso optimizirane ter pridobivanja transgenih rastlin tako za 
namene žlahtnjenja kot za študije genetike še ni (Park H. P. in Park S. U., 2018). V večini 
raziskav so za vnos genov v genom ajde uporabili bakteriji Agrobacterium tumefaciens in A. 
rhizogenes. O ostalih metodah genskih transformacij (biolistiki, mikroinjiciranju, virusnih 
vektorjih itd.) pri ajdi v literaturi ne poročajo (Suvorova, 2016; Park H. P. in Park S. U., 2018; 
Kumar in Saraswat, 2018). 
4.1 IN VITRO TRANSFORMACIJA IN REGENERACIJA 
Miljuš - Djukić in sod. (1992) so bili prvi, ki so poročali o uspešnem vnosu gena za rezistenco 
na kanamicin v ajdo s pomočjo A. tumefaciens. Kot material za transformacijo so uporabili 
izsečke kotiledonov iz semen navadne ajde, ki so jih pred transformacijo 5 dni gojili in vitro. 
Sledila je kokultivacija z A. tumefaciens, sevom A281 s plazmidom pGA472, ki je nosil zapis 
za neomicin fosfotranferazo (nptII gen), ki omogoča rezistenco na antibiotik kanamicin. Rast 
A. tumefaciens na izsečkih so po kokultivaciji zavrli z dodatkom karbenicilina, na katerega je 
bila bakterija občutljiva. Po pojavu poganjkov so potencialne transformante (T0) 
selekcionirali na gojišču z dodatkom kanamicina. Regenerirane transformante so navzkrižno 
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oprašili. V generaciji T1 iz nastalih semen so ugotovili segregacijo 3 : 1 glede odpornosti na 
kanamicin in s tem potrdili segregacijo, značilno pri dedovanju enega gena. 
 
Chen in sod. (2008) so opravili edino transformacijo navadne ajde z gospodarsko 
pomembnim genom. V navadno ajdo so vnesli AtNHX1 gen, ki kodira vakuolarni Na+/H+ 
antiporter iz Arabidopsis thaliana, ki omogoča povečano toleranco na sol. Primarni cilj 
raziskave je bil razviti učinkovito metodo transformacije kotiledonov in hipokotilov ter 
nadaljnjo regeneracijo transformiranih rastlin. Za transformacijo so uporabili bakterijo A. 
tumefaciens, sev LBA4404 z vektorjem pHZX1, ki je imel vključen AtNHX1 gen s 
konstituitivnim promotorjem CAMV 35S (promotor cvetačnega mozaičnega virusa). 
Najboljšo  učinkovitost transformacije so dosegli, kadar so kot izsečke uporabili 2 dni 
predkultivirane hipokotile. Optimalni čas infekcije je bil 25 minut, kokultivacije pa 2 dni. 
Acetoseringon, ki je pri transformacijah z A. tumefaciens ključnega pomena, saj aktivira 
virulentne gene, ki omogočijo infekcijo, v tem primeru ni imel vpliva na uspeh 
transformacije. Uspešnost transformacije oz. integracije vključka v genom so preverili s PCR 
in hibridizacijo po Spouthernu. Stopnjo izražanja vključka pa so preverili z RT-PCR in 
hibridizacijo po Northernu (prisotnost mRNA vključka). Transformirane rastline so bile 
zmožne normalne rasti in cvetenja v prisotnosti 200 mM NaCl, zanimivo pa je bilo tudi, da so 
akumulirale bistveno več rutina kot netransformirane rastline. Avtorji so s tem pokazali, da 
ima uporaba transgenih rastlin, ki so odporne na višje koncentracije soli, velik potencial, saj 
bi ajdo lahko gojili tudi v tleh z večjo koncentracijo soli. 
4.2 IN PLANTA TRANSFORMACIJA 
Kojima in sod. (2000) so razvili uspešno in planta transformacijo navadne ajde z A. 
tumefaciens, s čimer so se izognili potrebam po in vitro gojenju rastlin v sterilnih pogojih. 
Postopek transformacije je bil zelo preprost. Apikalne meristeme 7 cm visokih sejančkov so 
nežno ranili z iglo in na rano nanesli suspenzijo A. tumefaciens LBA4404 z vektorjem 
pBI121. Po 3 dneh kokultivacije v temi na 22 °C so sejančke gojili v rastni komori s 16-urno 
fotoperiodo. Cvetoče rastline (T0) so navzkrižno oprašili in semena (T1) nakalili. Kot 
selekcijski antibiotik so uporabili gentamicin, saj nptII gen, vključen v vektor pBI121, poleg 
odpornosti na kanamicin nudi tudi odpornost na geneticin, na kanamicin pa so rastline že 
naravno delno odporne. Na selekcijskem gojišču z geneticinom je kalilo 36 % odstotkov 
semen (T1), ki so bila predvidoma uspešno transformirana, saj so izražala vključek in bila 
posledično odporna na geneticin. Uspešnost transformacije so preverili tudi s PCR. 
Vključenost trangena (nptII gen) so potrdili pri 70 % sejančkov (T1). Delež transgenih rastlin, 
ki so dejansko izražale vključek in bile odporne na geneticin (36%), je bil manjši kot delež 
rastlin s potrjenim vključkom s PCR (70 %), saj se T-DNA A. tumefaciens naključno vgradi v 
genom in se lahko vgradi tudi v mesta, ki niso transkripcijsko aktivna (heterokromatin). 
 
Bratić in sod. (2007) so se lotili in planta prehodne transformacije navadne ajde z dvema 
metodama – vakuumsko infiltracijo in infiltracijo z brizgo. Vakuumska infiltracija se je glede 
na stopnjo izražanja markerskega  gus gena izkazala kot učinkovitejša, saj je bila stopnja 
izražanja gus markerskega gena v primerjavi z infiltracijo z iglo kar 57,3-krat večja. 
 
Edino raziskavo genske transformacije tatarske ajde z A. tumefaciens so izvedli Chawla in 
sod. (2012), cit. po Kumar in Saraswat (2018). Semena tatarske ajde so 1 uro kokultivirali z 
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A. tumefaciens in nato nakalili semena. Integracijo T-DNA in z njo povezano uspešnost 
transformacije so preverili v listih mladih sejančkov z GUS histokemičnim testom in PCR 
pomnoževanjem selekcijskega gena. Uspešnost transformacije je bila 22,7 %.   
4.3 INDUKCIJA LASASTIH KORENIN Z Agrobacterium rhizogenes 
Kot vektor za transformacijo rastlin se uporablja tudi A. rhizogenes, vendar se pri ajdi 
uporablja predvsem za raziskave o sekundarnih metabolitih, predvsem rutina. Rezultati takih 
raziskav na prvi pogled v žlahtnjenju niso uporabni, a ponujajo njihovi rezultati dodatna 
znanja o metabolizmu in sekundarnih metabolitih, ki bi morda v prihodnosti lahko 
pripomogla k nastanku sort s povečano vsebnostjo antioksidantov, predvsem rutina (Thwe in 
sod., 2013). 
4.4 PREHODNA EKSPRESIJA V PROTOPLASTIH 
Sakamoto in sod. (2020) so razvili preprosto metodo izolacije hipokotilnih protoplastov za 
prehodno gensko ekspresijo. Kotiledonske in hipokotilne protoplaste so izolirali encimsko. 
Plazmid z zapisom za GFP (zeleni fluorescirajoči protein) pod CaMV 35S konstituitivnim 
promotorjem virusa cvetačnega mozaikav so v različnih koncentracijah zmešali s protoplasti 
in s pomočjo PEG in vorteksiranja omogočili vstop T-DNA plazmida v protoplaste. 
Kotiledonski protoplasti transformacije niso preživeli, zato so poskus nadaljevali samo s 
hipokotilnimi protoplasti. Transformirane protoplaste so 18 ur inkubirali v temi pri 25 °C. S 
pomočjo štetja fluorescirajočih protoplastov na hemocitometru so določili uspešnost 
transformacije, ki je bila odvisna od koncentracije plazmida v transformacijski mešanici in je 
znašala od 13 % pri najnižji koncentraciji plazmida in do 58 % pri najvišji koncentraciji 
plazmida. Glede na visoko uspešnost transformacije avtorji predlagajo, da bi bil njihov 
postopek lahko uporaben v številnih študijah funkcije genov pri ajdi, vendar pa bi bilo treba 
za širšo uporabnost optimizirati metodo regeneracije protoplastov (Sakamoto, 2020). 
5 MOLEKULSKI MARKERJI 
Molekulski markerji (v nadaljevanju samo markerji) so zaporedja DNA (ali proteinov), ki jih 
lahko določimo in z njimi pridobimo informacije o genetskem ozadju nekega organizma. V 
žlahtnjenju si z njimi pomagamo pri sestavljanju genskih kart. Genske karte temeljijo na 
osnovnih Mendlovih zakonitostih. Kadar sta dva gena (oz. makerja) na istem paru 
homolognih kromosomov, pride v mejozi med njima do rekombinacije oz. izmenjave dela 
homolognih kromosomov. Bolj kot sta gena oddaljena, večja je verjetnost, da med njima pride 
do rekombinacije. Razdalje med geni merimo v cM (centimorganih). Razdalja 1 cM pomeni 
1-% verjetnost, da med lokusoma v mejozi pride do rekombinacije. Genske karte nam povejo 
relativno razdaljo med geni (markerji). V žlahtnjenju so markerji izredno uporabni tudi v 
masovni selekciji z markerji (angl. MAS, marker-assisted selection) (Acquaah, 2012).  
 
Pri MAS rastlin ne odbiramo na podlagi izraženega fenotipa, ampak selekcijo izvajamo na 
ravni genotipa posredno s prisotnostjo oz. odsotnostjo markerja, ki je tesno vezan na neko 
agronomsko pomembno lastnost, saj prisotnost markerja pomeni tudi prisotnost zaželenega 
alela. 
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MAS ima pred klasično selekcijo veliko prednosti: 
 
a) omogoča genotipizacijo in selekcijo že mladih rastlin, ko želena lastnost fenotipsko še 
ni izražena; 
b) selekcijo lahko izvajamo za veliko lastnosti hkrati; 
c) z uporabo kodominantnih markerjev lahko zelo preprosto ločimo heterozigote in 
recesivne homozigote; 
d) selekcijo lahko izvajamo tudi za lastnosti, ki jih je drugače zelo težko in zamudno 
okarakterizirati (npr. toleranca na sušo, sol, škodljivce …) (Varshney in sod., 2004). 
 
V nadaljevanju bom opisal posamezne DNA markerske sisteme, ki so se do zdaj uporabili v 
genetskih raziskavah in žlahtnjenu ajde. 
5.1 AFLP MARKERJI – POLIMORFIZEM DOLŽIN NAMNOŽENIH FRAGMENTOV  
Polimorfizem dolžin namnoženih fragmentov – AFLP (angl. amplified fragment length 
polymorphism) je osnovan na selektivnem pomnoževanju restrikcijskih fragmentov, ki smo 
jih dobili z razrezom genomske DNA s specifičnimi restrikcijskimi encimi. Na restrikcijske 
fragmente se najprej pritrdi (ligira) adapterje, ki so komplementarni lepljivim koncem 
restrikcijskih fragmentov. Za PCR reakcijo se uporabljajo začetni oligonukleotidi, ki se 
prilegajo adapterju. V predamplifikaciji se uporabljajo začetni oligonukleotidi z eno dodatno 
selektivno bazo. Nato sledi še selektivna amplifikacija z začetnimi oligonukleotidi, ki imajo 
dodane še tri selektivne baze, da se zmanjša število namnoženih fragmentov. Fragmente 
ločimo s pomočjo elektroforeze, kjer razlike med vzorci vidimo kot prisotnost oz. odsotnost 
markerja (izbranege pomnoženega fragmenta). AFLP markerji so dominantni, to pomeni, da 
heterozigotnih in dominantnih homozigotnih osebkov ne moremo ločiti med sabo. Če 
izbranemu markerju določimo nukleotidno zaporedje in izdelamo daljše, bolj specifične 
začetne oligonukleotide, dobimo SCAR (angl. sequence characterized amplified regions) 
marker, ki je bolj zanesljiv in kodominanten (z njim lahko ločimo tudi med heterozigoti in 
dominantnimi homozigoti). AFLP tehnika je zanesljiva, robustna, dobro ponovljiva in 
generira veliko število markerjev. Predhodno poznavanje nukleotidnega zaporedja genoma ni 
potrebno. AFLP markerji se uporabljajo za proučevanje sorodnosti in genetske raznolikosti, 
za filogenetske študije, za mapiranje ter identifikacijo sort in klonov (Acquaah, 2012). 
 
Yasui in sod. (2004) so s pomočjo AFLP markerjev izdelali gensko karto navadne ajde in 
njenega divjega dorodnika F. homotropicum, za katerega je značilna samokompatibilnost. 
Medvrstni križanci med F. homotropicum in F. esculentum so samokompatibilni, zato jih je 
mogoče samooprašiti in pridobiti F2 generacijo, v kateri se lahko proučuje segregacijo genov 
oz. markerjev. V tej raziskavi so Yasui in sod. (2004) za analizo uporabili 85 F2 prej 
omenjenih križancev ter preverili segregacijo AFLP markerjev in treh morfoloških znakov oz. 
lastnosti, ki jih kodirajo dominantni aleli – samokompatibilnost (S), osipanje semen (Sht) in 
krilatost semen (Wng). Za AFLP analizo so uporabili 20 kombinacij začetnih 
oligonukleotidov, ki so generirali 669 fragmentov. 462 je bilo polimorfnih in je segregiralo v 
F2 populaciji. 236 markerjev je pripadalo F. esculentum, 226 pa F. homotropicum. Gensko 
karto so sestavili s pomočjo računalniškega programa MAPMAKER 3.0b. Tako za F. 
esculentum kot F. homotropicum so izdelali gensko karto z 8 vezanimi skupinami, kar 
predstavlja po 8 kromosomov (obe vrsti sta diploidni, 2n = 16). Uspelo jim je tudi mapiranje 
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treh proučevanih morfoloških lastnosti. S in Sht gena se nahajata na vezani skupini 
(kromosom) 1, Wng gen pa se nahaja na vezani skupini (kromosom) 4. S in Sht gena sta zelo 
tesno vezana (1,3 cM) in izmed 85 F2 rastlin je bila samo ena samokompatibilna (Sh) in ni 
osipala semen (Sht). To je zelo pomembno in tesno povezano z višino pridelka. V primerih, 
ko je cilj žlahtniteljskega programa vnesti samokompatibilnost (S) iz F. homotropicum v F. 
esculentum, bi morali med večjim številom križancev izbrati redke potomce, ki so 
samokompatibilni (S) in ne osipajo semen (Sht), saj je to ključno za dober pridelek in osnova 
za samoprašno sorto navadne ajde. 
 
Matsui in sod. (2004) so se ukvarjali s pridobitvijo samokompatibilne linije, ki je bila prav 
tako križanec med F. esculentum in F. homotropicum. Uspelo jim je pridobiti 
samokompatibilno linijo, vendar je zaradi vnosa dominantnega gena Sht1 iz F. homotropicum 
križanec močno osipal semena. V raziskavi so s pomočjo 312 kombinacij začetnih 
oligonukleotidov izdelali gensko karto v okolici sht1 lokusa. Našli so 2 tesno vezana AFLP 
markerja, ki so ju sekvencirali in ju spremenili v SCAR marker. Z njima so lahko uspešno 
določili rastline, ki so imele Sht1 gen za osipanje, in jih iz populacije izločili še pred 
cvetenjem. S tem so pokazali uporabnost AFLP-SCAR markerjev v selekciji ajde. 
5.2 RAPD MARKERJI – NAKLJUČNO NAMNOŽENA POLIMORFNA DNA  
Pri RAPD (angl. random amplified polymorpfic DNA) markerjih se za pomnoževanje 
fragmentov uporablja samo en kratek (10 bp dolg) začetni oligonukleotid. Če na ciljni DNA 
verigi najde dve nasprotno usmerjeni komplementarni regiji, ki sta si dovolj blizu, pride v 
PCR reakciji do namnožitve tega fragmenta. Da dobimo veliko število fragmentov, se 
uporablja nižja temperatura prileganja. Fragmente ločimo s pomočjo elektroforeze. RAPD 
markerji so dominantni. Prednost te metode je, da je zelo hitra in poceni, zaradi nizke 
temperature prileganja in kratkih začetnih oligonukleotidov pa je njena ponovljivost slaba. 
Tako kot AFLP markerje lahko tudi RAPD markerje spremenimo v specifične SCAR 
markerje (Yasui 2020). 
 
Kljub temu da je za RAPD markerje značilna slaba ponovljivost, so zelo uporabni v 
filogenetskih študijah. Rout in Chrungoo (2007) sta s pomočjo RAPD markerjev proučevala 
genetsko variabilnost in vrstne odnose vzorcev ajde z območja Himalaje, ki so pripadali trem 
vrstam, F. esculentum, F. tataricum in F. cymosum. Izmed 20 testiranih začetnih 
oligonukleotidov so 3 pokazali robustne in razločljive rezultate. Z uporabljenimi začetnimi 
oligonukleotidi so lahko razlikovali med vzorci iste vrste in tudi med vzorci različnih vrst. Pri 
vseh, razen enemu vzorcu F. tataricum, so opazili 1150 bp velik fragment. Ta vzorec je 
pripadal zgodnji sorti z največjimi pridelki. Nasprotno pa so 250 bp dolg fragment opazili 
samo pri enem vzorcu F. tataricum. Taki informativni markerji so lahko zelo uporabni pri 
identifikaciji sort in pri študijah naravne genske introgresije v današnje sorte. Na podlagi 
dobljenih rezultatov so zaključili, da so RAPD markerji uporabni pri razlikovanju tako vrst 
kot sort/kultivarjev ajde. 
 
Pan in Chen (2010) sta s pomočjo analize vezanosti RAPD markerjev izdelala gensko karto 
navadne ajde. Za analizo sta uporabila 225 F2 križancev med diploidno heterostilno 
samoinkompatibilno sorto 'Sobano' in divjo podvrsto samokompatibilne navadne ajde F. 
esculentum var. homotropicum. Na podlagi preliminarnih poskusov sta izmed 105 začetnih 
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nukleotidov izbrala 19 začetnih nukleotidov, ki so izkazovali dober polimorfizem, jasne 
elektroforetske črte in dobro ponovljivost. Povprečno število pomnoženih markerjev na en 
začetni oligonukleotid je bilo 14,6, z velikostjo od 300 do 15.000 bp. Izmed 269 markerjev jih 
je 189 izkazovalo polimorfizem in segregacijo v F2 generaciji, kar je ključno za mapiranje. 81 
markerjev je pripadalo materi ('Sobano'), 108 pa očetu (samokompatibilna ajda). Izdelavo 
genske karte so izvedli s pomočjo računalniškega programa JoinMap 3.0. Dobili so gensko 
karto z 10 vezanimi skupinami – kromosomi. Ajda je diploid (2n = 16), torej bi morala imeti 
8 vezanih skupin. 2 dodatni skupini sta morda posledica odsotnosti vezanih in deljenih 
markerjev. Velikega dela markerjev ni bilo mogoče mapirati, verjetno zaradi popačene 
segregacije, ki je bila posledica heterozigotnosti matere (sorta 'Sobano'). 
5.3 SSR OZ. MIKROSATELITNI MARKERJI   
SSR (angl. simple sequence repeats) oz. mikrosateliti so tandemska ponovljiva zaporedja, 
sestavljena iz preprostih (2-5 bp) osnovnih motivov, npr. (GT)n, (GAC)n, GATA)n …, kjer je 
n število ponovitev osnovnega motiva v mikrosatelitu, ki je lahko od le nekaj pa do 100 
ponovitev. Aleli se razlikujejo v številu ponovitev osnovnega motiva in so zelo polimorfni, 
saj je stopnja mutacij v mikrosatelitih visoka. Mikrosateliti se pojavljajo večinoma v 
nekodirajočih delih genoma, so pogosti in dobro razpršeni po celotnem genomu. Obrobne 
regije mikrosatelitov so načeloma dobro ohranjene in omogočajo uporabo specifičnih začetnih 
oligonukleotidov za pomnoževanje posameznih fragmentov. Mikrosateliti so kodominantni 
markerji. Zelo so uporabni za mapiranje, populacijske študije, zaradi visoke variabilnosti pa 
omogočajo tudi zanesljivo identifikacijo posameznih genotipov/osebkov (Varshney in sod., 
2005; Acquaah 2012). 
 
Konishi in sod. (2006) so razvili 54 mikrosatelitnih markerjev za navadno ajdo s pomočjo 
knjižnjice, obogatene z (GT)n in (CT)n dinukleotidi. Iz obogatenih knjižnjic so skupno 
sekvencirali 2.785 klonov. 1.483 izmed njih je vsebovalo mikrosatelitna zaporedja, 352 je 
imelo unikatna zaporedja. Začetne oligonukleotide je bilo mogoče izdelati za 237 zaporedij. 
180 parov začetnih nukleotidov je dalo pomnožek. Na koncu so izbrali 54 parov začetnih 
oligonukleotidov, ki so uspešno pomnožili fragment prave velikosti. Z njimi so analizirali 34 
vzorcev ajde s celega sveta. 48 izbranih markerjev je bilo visoko polimorfnih (povprečno 
število alelov je bilo 12). Ker so obrobne regije mikrosatelitov med ozko sorodnimi vrstami 
dobro ohranjene, so preverili, ali lahko izbrane markerje pomnožijo tudi pri drugih vrstah 
ajde. Dva markerja so uspešno pomnožili pri vseh analiziranih vrstah, pri sorodnejših vrstah 
(npr. pri divjem predniku navadne ajde, F. esculentum spp. ancestrale) pa so lahko uspešno 
pomnožili kar vseh 54 markerjev. 
5.4 NGS GENOTIPIZACIJA 
Genomi modelnih rastlin, kot sta npr. repnjakovec (Arabidopsis thaliana) in riž (Oryza 
sativa), so bili v celoti sekvencirani do začetka 21. stoletja, sčasoma so bile za modelne 
rastline razvite podatkovne baze z anotiranimi genomskimi sekvencami, ki so močno 
pospešile genetske raziskave in žlahtnjenje. Razvoj tehnik sekvenciranja naslednje generacije 
(NGS – angl. next generation sequencing) je omogočil sekvenciranje genomov tudi 
nemodelnih rastlin, kamor spada tudi ajda (Yasui in sod., 2016). 
 
Fabjan P. Biotehnološko žlatnjenje ajde (Fagopyrum spp.). 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
17 
 
Yabe in sod. (2014) so z NGS sekvenciranjem pridobili delne sekvence genoma navadne ajde 
in s pomočjo mikromrež odkrili 8.884 markerjev na 756 lokusih, s čimer so lahko izdelali 
natančno gensko karto visoke gostote. Uporabnost metode so demonstrirali s QTL analizo 
(kvantitativni lokus, angl. quantitative trait locus), s pomočjo katere so odkrili štiri QTL, ki so 
povezani z višino rastlin. 
 
Yasui in sod. (2016) so z NGS sekvenciranjem sestavili celoten genom navadne ajde v 
velikosti 1,2 Gbp. Iz njega se je razvila javno dostopna podatkovna baza BGDB (Buckwheat 
Genome DataBase). S pomočjo dobljenega referenčnega genoma so identificirali agronomsko 
pomembne gene, ki sodelujejo v biosintezi rutina in toleranci na abiotske strese. Odkrili so 
tudi 5,4 Mbp veliko genomsko regijo, kjer se nahaja t.i. S lokus, ki nadzira heteromorfno 
samoimkopatibilnost. 
 
Sekvenciran je bil tudi genom tatarske ajde v velikosti 0,48 Gbp (Zhang in sod., 2017) in 
genom kloroplasta navadne ajde (Wang in sod., 2017). 
 
Mizuno in Yasui (2019) sta sekvencirala 46 vzorcev ajde s celotnega sveta in na podlagi 
referenčnega genoma odkrila 255.517 SNP – polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. 
single nucleotide polymorphism), kar pomeni povprečno en SNP na vsakih 28 bp. S tem sta 
potrdila visoko genetsko raznolikost kultivarjev navadne ajde po svetu in tako dodatno 
potrdila uporabnost referenčnega genoma za potrebe žlahtnjenja in v populacijskih študijah. 
6 ZAKLJUČEK 
V rodu Fagopyrum je okrog 20 vrst, izmed katerih sta gospodarsko pomembni predvsem dve, 
navadna in tatarska ajda (Suvorova in Zhou, 2018). Ajda zaradi nizkega pridelka v svetovnem 
merilu ni ena izmed pomembnejših poljščin, a v zadnjem času zanimanje zanjo narašča, 
predvsem zaradi njene nezahtevnosti, trpežnosti, prilagodljivosti in mnogih pozitivnih 
učinkov na zdravje (Kreft, 1995; Gimenez - Bastida in Zielinski, 2015). Žlahtnitelji si želijo 
pridobiti sorte z visokimi pridelki, višjo vsebnostjo rutina in brez vsebnosti alergenih 
proteinov (Woo in sod., 2016) Veliko je tudi zanimanja za lastnosti, kot so manjše poleganje 
in osipanje semen ter determinantna rast, vse več dela je opravljenega pri pridobivanju 
homostilnih in samokompatibilnih sort navadne ajde (Fayaz in sod., 2018). 
 
Rastlinske tkivne in celične kulture imajo pomembno vlogo v sodobnem žlahtnjenju. Veliko 
raziskovalcev do zdaj je poročalo o in vitro regeneraciji ajde iz različnih izsečkov (kotiledoni, 
hipokotili, meristemi, nezreli cvetovi, prašnice ...) preko somatske embriogeneze, neposredne 
organogeneze in mikropropagacije preko aksilarnih meristemov, vendar je uspešnost 
regeneracije relativno nizka, saj ima velik vpliv na regeneracijo genotip rastlin. Za uspešno in 
širšo uporabo tkivnih kultur v žlahtnjenju bo treba razviti hitre in enostavne postopke, ki bodo 
omogočali visoko stopnjo regeneracije in dajali ponovljive rezultate.  
 
Z medvrstnim križanjem lahko povečamo izbor genetskih virov, ki so lahko uporabni v 
žlahtnjenju, in iz divjih sorodnikov ajde v elitne sorte vnesemo agronomsko pomembne gene. 
Medvrstno nekompatibilnost se da uspešno premostiti s pomočjo reševanja nezrelih embrijev, 
medtem ko se somatska hibridizacija preko fuzije protoplastov in in vitro oploditev nista 
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izkazali kot uspešni metodi, predvsem zaradi zelo nizke frekvence regeneriranih rastlin 
(Adachi in sod., 1989; Lachmann in sod., 1994). 
 
Indukcija haploidov bi bila pri ajdi zelo uporabna metoda, saj bi omogočila hitro pridobivanje 
čistih, popolnoma homozigotnih linij, a do danes še ni optimiziranih postopkov regeneracije 
haploidov, kljub dolgoletnim poskusom optimizacije postopka kulture prašnic in semenskih 
zasnov (Bohanec, 1995, Wang in Campbell, 2006). S pridobitvijo čistih homozigotnih linij bi 
lahko tudi pri ajdi požlahtnili hibridne sorte. 
 
Do danes je bila pri vseh postopkih transformacije ajde uporabljena samo posredna metoda s 
pomočjo bakterije Agrobacterium tumefaciens in A. rhizogenes. Razviti so postopki tako za in 
vitro kot za in planta transformacijo, poročali so tudi o prehodni transformaciji kulture 
protoplastov (Sakamoto in sod., 2020). Tako kot metode tkivnih kultur je treba tudi tehnike 
genskih transformacij optimizirati, da bodo uporabne v proučevanju funkcij genov ajde in 
pridobivanju transgenih rastlin.  
 
Molekulski markerji omogočajo genetsko kartiranje in mapiranje genov, s čimer se poglablja 
znanje o genetski sestavi ajde. Za ajdo so bili razviti različni markerski sistemi (RAPD, AFLP 
in mikrosateliti). Do razvoja NGS tehnologije je bilo največ dela opravljenega s prej 
omenjenimi PCR markerji. Izdelane so bile bolj ali manj natančne genetske karte, mapiranih 
je bilo nekaj agronomsko pomembnih genov in QTL. Največji potencial pa predstavljajo NGS 
tehnike sekvenciranja. Treba bo pridobiti kakovosten in robusten referenčni genom, ki bo 
omogočal preprosto identifikacijo agronomsko pomembnih genov, kar bo pospešilo nastanek 
uporabnih markerskih sistemov, ki bodo omogočili selekcijo na osnovi genotipa tudi za 
lastnosti, ki jih je drugače fenotipsko težko zaznati (npr. za sintezo rutina, prisotnost 
fagopirina, alergenih proteinov, QTL za pridelek, osipanje semen, poleganje, toleranco na 
abiotske strese …). Tako bo mogoče uporabiti ajdin izjemen potencial in pridobiti sorte z 
večjimi pridelki, še boljšo prehrambeno vrednostjo in večjo toleranco na abiotske strese, kar 
bo v prihodnosti ajdo morda uvrstilo med svetovno pomembne poljščine. 
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